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® Verwendung sines Gemiscfis aus Calciumhvdroxid und Okvm pedum tauri zur Kollageneubildung In vivo 


) Beschrieben warden die Verwandung emas Gemiecha aus 
Calciumhydrox'd und Oleum pedum tauri sowie gegebenan- 
falle phermazeiirisch vertraglichen Hilfsstoffen bai dar Kolla- 
ganneubildung in vivo SOwie die Varwandung einea Go- 
mischa aus Cai;iurnhydroxid und Oleum pedum tauri bei dar 
Heretellung eines Medikamenta zur Fdrderung dar Kollagen- 
neubildung in vivo. 
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Beschreibung 


Die Erfxndung betriffi die Verwendung eines Ge- 
mischs au$ Calciumhydroxid und Oleum pedum tauri 
sowie gegebenenfalls phartnazeudsch venrlglichen 
Hilfsstoffen bei d r Kollagenneubiidung in vivo sowie 
die Verwendunj eines Gemischs aus Calctumhydroxio 
und OeJum pedum tauri bei der Herstellung eines Medi- 
kaments zur Forderung der Kollagenneubiidung in vivo. 

Der Knochen besieht zu etwa 60% aus mineralischer 
Substaru (Hydroxyiapatit, Calciumphosphat) und etwa 
40% aus organischem Material, vor aflem Kollagea Der 
Knochensioffweehsel wird hauptsachlich durch das Zu- 
sammenspiel von Knochen aufbauenden Zellen (Osteo* 
blasten) und Knochen abbauenden Zellen (Osteoklasten 
und Osteozyten), deren Aktivitaten im gesunden Kno- 
chen in einem ausgewogenen Verhaltnis stehen, be- 
siimmt 

Die Knochen bildung laflt sich in zwei Hauptphasen 
gliedern, (a) db Symhese von organischem Gewebe 
(Kollagen-Synthese) und (b) die daran anschlieBende 
und durch sogenannte Matrixvesikel vertnitteUe Einla- 
gerung von mineralischer Substanz in die vorgegebene 
organische Matrjc. 

Das Bindegewebsprotein Kollagen macht den grtifi- 
ten Anteil der organischen Substanz des Knochens aus. 
Das Protein besteht aus drei helikal gewundenen Poly- 
peptidketten, deren Aminosaurezusammensetzung va- 
riieren kann, was zu einer Vielfaii einzelner KolJagent- 
ypen fOhrt. Alien Kollagentypen gemeinsam ist eine au- 
Qerordentlich hohe mechanische Festlgkeii der Kolla- 
genfaser. Diese Festigkeit berubt auf einer Vielzahl von 
intra- und intermolekularen Bindungen der Kollagenfa- 
sem, welche auf diese Weise das dichte Kollagenfaser- 
Netzwerk des Bindegewebes bilden. Knochengewebe 
wird -wie bereits erwahnt - durch Einlagerung von 
mineraiischen Substanzen (Hydroxylapatit und Calci- 
umphosphat) in dieses Netzwerk gcbildet Jedem Kno- 
chenaufbau infolge von Wachstums- oder Regenera- 
tionsprozessen geht eine Kollagenbiosymhese voran. 

Bislang uberlaBt man bei Knochen-Traumen beliebi- 
ger Genese den Knochenneubildungsprozefl sich selbsi, 
unterstutzt ihn allenfalls rait Antibiotica und Cortkoi- 
den, urn einer den Heilungsprozefl storenden eventuel- 
Jen In/ektionsgefahr vor2ubeugea 

Es sind auch mehrere Faktoren beschrieben worden, 
welche die Knochen bildung und -regeneration beein- 
Russen kdnnen. Hauptsachlich handelt es sich hierbei 
um physikalische Faktoren (mechanische und elektri- 
sche Kraft e), Hormone (zum Beispiel Parathormone Cal- 
citonin, Insulin, Glucocorticoide. 1,25, OH, D3) und eine 
nicht genau umrissene Gruppe von Wachstumsfaktoren 
mil Proteincharakier (Osteochinin, Osteonektin, Tnsu- 
linartige Wachstumsfaktoren") - vgL S. Wallach, LV. 
Aviolj, J.H. Carstens jun "Factors in Bone Formation", 
Calci/ied Tissue International 45: 4-6 (1989)). Der Ein- 
flufl der Wassernoffionen-Konzentration (pH-Wen) 
auf die Stoffwechselprozesse bei der Knochenregenera- 
tion wurden bislang noch nicht ausreichend untersucht 
Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, eine Mflg- 
lichkeit zur gezielten extemen Beeinflussung des Kno- 
chenneubildungs- oder -regenerationsprozesses durch 
Stimulierung oder Einleiiung der ICoIlagenneubildung 
anzugebea 

Es hat sich nuu uberraschenderweise gezeigt. daB bei 
Verwendung einer Gemischs aus Calciumhydroxid und 
Oleum pedum tauri sowie gegebenenfalls pharmazeu- 
tisch vertrflgiichen Hilfsstoffen in bzw. bei Kn chen- 


Traumen eine rasche und in ihrem Umfang erhebliche 
Kollagenneubiidung in vivo erfolgt. 

BariumsulfathaJtige Gemische aus Calciumhydroxid 
und Oleum pedum tauri wurden in der Zahnmedizin als 
5 Wurzelfullpaste verwendet (DE 29 32 738 C2). Gemi- 
sche aus Carboxilatzement, Calciumhydroxid und 
Oleum pedum tauri wurden ebenfalls in der Zahnmedi- 
zin bereits als temp rtre Befestigungsmitu-I for provi- 
sorische Zahnstumpfabdeckungen verwendet (DE 
io 34 13 864 C2\ Aufgabe des Caldumhydroxids ist in er- 
sterem Fall das saure Milieu in den Wurzelkanalen ins 
Alkalische umzustimmen mit der Folge der Beseitigung 
von EntzOndungen und ailm&hlicher Bildung einer Han- 
gewebsbarriere. In letzterem Falle wird die Pulpitis- 
15 prophylaktische Wirkung von Calciumhydroxid ausge- 
nutzt, Das Oleum pedum tauri diem in beiden Fallen als 
Anteigmittel, um einerseits eine einfache und volisiandi- 
ge Fullung der WurzelkanaJe mit dem eigentiichen 
Wjrkstoff Calciumhydroxid (und dem Konirastmiue) 
20 Bariumsulfat) zu gewahrleisten und andererseits die 
Aush&rtung des temporfiren Befestigungsmittels fur 
provisorische Zahnstumpfabdeckungen soweit zu ver- 
langsamen, daB das Calciumhydroxid noch durch die 
feinen Dentinkanfilchen zur Pulpa vordringen und don 
25 seine Wirkung entfalten kann. In beiden Liter aturstellen 
Findet sich nicht der geringste Hinweis dara if, dafl die 
Mischung aus Calciumhydroxid und Oleum nadum tauri 
eine massive Kollagenneubiidung als Voraussetzung fur 
eine Knochenregeneration zu induzieren vern lag. 
30 In dem erflndungsgemaflen Gemisch aus Calciumhy- 
droxid und Oleum pedum tauri kann das Verhaltnis Cal- 
ciumhydroxid zu Oleum pedum tauri 2/1 bis 1/2, vor- 
zugsweise 1/1, betragen. Eine Abweichung vom bevor- 
zugten Mischungsverhftltnis kann durch die speziellen 
as Gegebenheiten des Wund-Traumas erforderlich sein. 
Wenn das erfmdungsgemafle Gemisch aus Calcium- 
hydroxid und Oleum pedum tauri eine besonders ge- 
schmeidige und glatte Konsistenz aufweisen soil, kann 
ihm auch noch weiBe Vaseline einverleibt werden. 
40 Obwohl Ublicherweise der KnochenheUungs- oder 
-regencrationsprozefi nicht r6ntgenologisch Qberwacht 
zu werden braucht, kann dies doch in mancr en Fallen 
angezeigt sein. Fiir diescn Fall wird dem erfii dungsge- 
maBen Gemisch aus Calciumhydroxid und Oleum pe- 
♦5 dum tauri noch Bariumsulfat als Rdhtgenkontiastmittcl 
einverleibt Da jedoch das Bariumsulfat - wie noch 
gezeigt werden wird - die Kollagenneubiidung etwas 
schwacher ausfalien laBt, setzt man dem erfir;iungsge- 
maBen Gemisch im Bedarfsfall gerade so viel Bariums- 
so uifatzu, daB das Gemisch ebenrfimgensichtbar wird. 
Die wesentlichen Bestandteile des erfindungsgemfi- 
. Ben Gemischs, namlich Calciumhydroxid und Oleum pe- 
dum taur tsollten zur Vermeidung einer Verseifung des 
Oleum pedum tauri erst mehr oder minder i^pi^ihsr 
55 vor der Ap pTikation auf e inem oder in ein Knochen- 
Trauma gemisch t werden. Dies kann beispielsweise 
durch getrenntes Verpacken der beiden Bestandteile in 
sogenannten RQitelkapseln und Vereinigen d;r beiden 
Bestandteile unmittelbar vor Gebrauch erfolg< *i. 
Die Applikation des erfindungsgemfiBen v gemischs 
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auf oder in das Knochen-Trauma kann - je ± seiner 
Konsistenz - mittels Spritzen, Spateln oder Pinseln er- 
folgea 

Fflr das erfmdungsgemafle Gemisch gibe e*? zahlrei- 
6? chc Einsatzmdglichkeiten in der ailgemeinen iVhinjrgie 
und Kieferchinirgie. Orthopadie, Implantologie, Trau- 
matologie und dergleichen, da das erfmdungsgemaBe 
Gemisch auf oder in gewebige Knochen-Traumen, wie 


Frakmrfttchen, Bohrungen. Cavititen und dergjeichen 
applizierbar isx und am jeweiligen Applikationson so- 
fort eine in vivo-Kollagenneubildung induziert 

Da bekanntlich in manchen einschlagigen medizini- 
schen Disziplinen mit metalJischen Pixiermiueln gear- 
beiiet wird, empfiehlt es sich in diesem Falle, die fflr das 
Einsetzen des Fixiermittels vorbereitete Bohning vor 
dem Einsetzen des Fixienniuels mit dem erfindungsge- 
maBen Gemiseh zu fallen und dann erst das Fixiermittel 
einzufuhren. Dadurch kann man dem bei derartigen 
Mafltiahmen unvermeidlichen primaren Knoehen- 
schwund begegnen und dadurch die Ein- oder Anpas- 
sung des Fixiermittels in bzw. an das umgebende Kno- 
chengewebe und die Fixierung des Fixiermittels selbst 
durchdas Knochengewebe beschleunigeit 

OberschOssiges Gemiscb sidrt hierbei im ubrigen 
nicht, da es beim Einbringen des Fixiermiuels in die mit 
dem Gemiseh gefOUte Bohrung entweder wieder her- 
ausgedruckt wird oder in die Spongiosa diffundiert 

Es dQrfte selbstverstandlich sein, daB das erfindungs- 
gemlBe Gemiseh bzw. seine Besiandteile sowohl steril 
verpackt als auch applizien werden mttssen. 

In hochst Qberraschender Weise hat es sich auch noch 
gezeigt, daB das erfindungsgemaBe Gemiseh auch ohne 
Antibiotikumund/oder Corticoid-Unterstutzung einer 
durch das Knochen-Trauma bedingten Entzflndungsre- 
aktion entgegenwirkt bzw, diese rasch zum Abklingen 
bringt Seine ein/ache Zusammensetzung und ausge- 
pragte Wirksamkeit bei in vivo-Kollagenneubildung tin- 
ier gleichzei tiger Entzundungshemraung machen das 
erf indungsgem&Be Gemiseh zu einem in Zukunf t unver- 
zichtbaren Mittcl in der Knochen-Traumatologie, 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung niher 
veranschaulichen. 


mit 20 mM Hepes-Puffer verwendet. 

Dem Medium wird vor Versuchsbeginn 4% fotaJes 
Kaiberserum und 1% Antibiotilca-Ldsung (Penicillin/ 
Streptomyan/Amphotericin B) zugesetzt, fur die Mar- 
5 kjerungsexperimente zusatzlich 1 mM beta-Aminopro- 
pionidyl. 2 mM Na-Ascorbat und 2 bis 10 u Ct-lsot pe 
V C-Prolin). Kultivien wird in 25 ml Erlenmeyer-Koi- 
ben bei 37°C im SchQtteJwasserbad bei kleinsrer Fre- 
quenz. 
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13 Bestimmung der Atmungsaktivitat 


Beispiel 1 

A) Zunfichst soil die Wechselwirkung zwisehen dem 
erfindungsgem&Ben Gemiseh aus Calciumhydroxid und 
Oleum pedum tauri und Gewebe aufgeklan werden. So 
sind paten ilber die VerteiJung des erfindungsgem&flen 
Gemischs aus Calciumhydroxid und Oleum pedum tauri 
im Knochengewebe die Voraussetzung, urn Hypo the 5 en 
Qber einen mGglichen Wirkmechanismus des Medika- 
ments aufsteUen zu kdnnea Daher sind Experiment an 
Gewebekulturen sinnvoller als solche an Zellkulturen. 
da es erst in einer Gewebekultur mfiglich ist, Zell-Zell- 
Interaktionen zu studieren. 

1 .Material und Methoden 

1.1. GewebeniateriaJ 

Menschliches Knochengewebe, welche bei Osteoto- 
mien anfiel wurde von KJiniken 2ur VerfGgung gestellt 

Embryonales Knochengewebe wurde aus 10 bis 17 
Tage alten Huhnerembryonen (Gallus domesticus) ge- 
wonnen. 

1.2. Gewebekultur 

Unmitielbar nach Entnahme wurde das Gewebe in 
das Transportmedium UberfQhrt Es wurden unter steri- 
len Bedingungen etwa 2 mm 3 grofle Knochenfragmente 
prapariert und nach Bestimmung des Gewichis direkt 
fQr die Experimente eingesetzL 

Ftir die Gewebekultur wurde die Earl'sche Modtfika- 
tion des Minimal Essential Medium (MEM) nach Eagle 


Die Atmungsaktivitat ist ein sensibier Marker far die 
Stoffwechselaktiviiii des Gewebe* Sehon geringste 
15 Anderungen des physiologischen Zustandes des Gewe- 
bes schlagen sich in einer meBbaren Anderune der At- 
mungsaktivitat nieder. 

Fur die Bestimmung der Atmungsaktivitat wurde ein 
Clark-Sensor (Plaun/Silber-Elektroden in ^csattigter 
20 Kahumchlorid-Usung) benutzt. Beim Anlegen einer 
Spannung von 0,8 V an die Elektrode ist der Sauerstoff- 
redukuonsstrom direkt proportional dem Sauerstof/- 
partialdruck in der MeBl6sung(Kulturmedium). Die Zu- 
fuhr von Orgesattigtem Medium bei Unterschreitung 
25 eines bestimmten Sauerstoffpartialdrucks und die Da- 
tenauswenung erfolgen rechnergesteueix 

Knochengewebe besitzt typischerweise eine At- 
mungsaktivitat von 2-3 nl Ojxmin- 1 xg-». Die At- 
mungsaktivitat Uegt damit grfiBenordnungsmaflig im 
M Bereich der Atmungsaktivitat von ruhendem Muskelge- 
webe. Eine typische Atmungskurve fur Knochengewebe 
zeigt Fig. 1. Der sfigezahnartige Verlauf der Atmungs- 
kurve gemafl Fig. i ergibt sich aus der Tatsache, daB bei 
Umerschrehung eines bestimmten 02-Partuidrucks in 
55 der Meflldsung frisches. Cfe-gesattigtes Medium zuee- 
fuhrtwird 

Fig. 2 zeigt durchschnittliche 02-Verbrajchswerte 
aus drei Messungen. Der Sauerstoffverbrauch von em- 
bryonalem Knochengewebe (Gallus domesticus) wurde 
40 m einer Gewebekultur mit Hilfe des Clark-Sensors be- 
stiramt Der Sauersto^erbrauch liegt zwisehen 3 und 
5 ul 0 2 x min- x g- 1 . Die Atmungsaktivitat nimmt im 
Laufe der Zeit urn etwa 50% ab, was bei Gewebekultu- 
ren durchaus normal ist. 
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1.4En2ymtests 


Ein Enzym, welches eng mit der Mineralisation des 
Knochengewebes in Zusammenhang gebracht wird, ist 
so alkalische Phosphatase, Dieses Enzym ist schon seit lan- 
gerem charakterisiea uber die Funktion dta Enzyms 
bei der Mineralisierung wird noch diskutierr. Da ein 
enger Zusammenhang zwisehen der Osteob! *sten-Ta- 
dgkeit und der Aktivitflt von alkalischer Phosphatase 
ss besteht, kann alkalische Phosphatase als Marker der 
Osteblastenaktivitat angesehen werden. Bei Skelett- 
wachstum im Jugendaltenbei der Knochenregeneration 
und bei Erkrankungen des Knochenstoffwechsels wer- 
den ertiahte Aktivhatswene von alkalischer Phosphata- 
se seimBlutseruragefunden. 

Die Aktivitat von alkalischer Phosphatase wurde in 
einem Rohextrakt bestimmt Dafttr wurden 500 mg Ge- 
webe mit 1 ml AufschluBpuffer verset2t und nit einem 
Messer zerkJeinert Anschlieflend wurden 500 ifig Mahl- 
65 perJen zugegeben und 20niin aufgeschlossi.n. Nach 
Zentrifugation wurde der Rohextrakt fflr di^ Messun- 
gen eingesetzL 
Alkalische Phosphatase wird anhand des Umsatzcs 
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von p-Niirophenylphosphat zu N.trophenol und Bendes SzmtiUationsmessen (Bestimmung der snezifi. 

JS2 T^S-it dCr J "y dr . 0, >! e eBt "* " hen Radioaktiviat) quantifiiert. SS&nSjjS 

hendeNwopheno isigeibundkanndaherimPhoiomc- Neusyntheserate wird der durch den Einbau von 

«r be. einer WeJlenlange von 410 nm nachgewiesen ^C-Prolin bestimmte Kollagenanteil. be^ogen aSf d™ 

7? « , ... 5 Kollagen-Gesamtgehalt, der durch den Hvdroxvorolm- 

Die Fig. 3 zeigt die pH-Abhingigkeit der Aktivitai Test bestimmt wirl ermiitelt. «**»yprohn. 

von alkalischer Phosphatase. Die Akrivhfii von alkali- Durch eine Quantifiaerune der Kollarenbiosvmh^ 

scher Phosphatase aus Kno^en wurde anhand des Um- ist es moglich, dVn SS^SS^SSSSSSS 

seizes von p.N.trophenylpho«ph« bestimmt. Das Akti- raten auf die Knochenbildungzu untersuchen. P 

vrucsmaximum begt be. pH 10,5. Bei physiologiscnem ,. Die Quantifizierung der JtoDagwbtaSnheie erfotet 

CS^wSt* 8 Ph0SPhaWJe m ,% IT 6 ^ , L^edeSet - nach^derTecSeVrSS 
cer maximalen Aknvuat aknven Mariderung des Kollagens. Ein Bestandteil der 

us «H Rp«! mm „„- KoUagenfaser ist die Aminosaure Prolin. Dem Kultur- 

'• 5 Pn-Besummung medium wird erne genau definierte Menge von ,4 C-mar- 

c . , _ a _ . . IS kierten Prolins zugesetzt. Dieses Prob'n wird in die w6h. 

J '"'S 1 d ««e«8«"»Be$ Gemisch aus Calciumhydro- rend der Inkubation des Gewebes neu sin '"etSenen 

nd und Oleum pedum tauri bzw. erne waflrige Calcium- Proteine eingebaut Nach der Tnsnnune Slll a «« 

PuSf ™ThT r^r' 30 ml J™**^ 1 - ™ anderen Proteinen ist es durch SetSSi?S 
Puffer (1 mM pH 7) uberschiehtet. worauf der pH-Wert spezifischen Radioaktivitat moglich. eine exakte ouan.i 
Uch ver^fSe. ^ P"^ektrode kontinuier- » m,^ Amage Qber die Neu^thS er «e des KoSagSns 

Bei diesen Messungen zeigte es sich. dafl Caleiumhy- Die IsoSerung des Kollagens geschieht Qbrr mehrere 

drox.d in Oelum pedum auri grundlegend andere Ei- Fallungsschritte mit a^MenSrZrartfuiiS^d 

genschaften besim als Calciumhydroxid in wiflriger SDS-Gelelektrophorese. Bei id?»3fiS2? nUtaS 

Suspension. Die F.g. 4 zeigt, daB eine waflrige Calcium- H des Kollagens werden die KoUagen/aWvon andS 

nH^vt™^^ P , H ' SprUng „ auf Proteinen e etrennt « indera ^ ZugabrvrNaiu^ 

pH 12 verursacht .und dafl bei dem erfindungsgemaBen chlorid eine geeignete Salzkonzentrauon, bei der Nic^t- 

^™^v°K eUm PedUm u S^ 0 ^ ein KoUagen-Proteinizu einem groBen Teil ta uKfhtol 

langsamer Anst.eg bis zu einem pH-Wert von grOBer 10 ben. das Kollagen aber aus deV Losung als Niederschlag 

0, * L 30 ausfallt. eingestellt wird. Durch anschlieflende Zemrifu- 

, , „ . . f. ation wird das Kollagen sedimentien. Bei der SDS- 

l.6KoUagenbesammung Gelelektrophorese werden Proteine groBenabh&ngig 

r% u i j . . voneinander gerrennt. Die Proteine wandern in einem 

Der Hauptte.1 der orgamschen Subsunz im Knoehen elektrischen Feld durch eine Matrix aus S hoZlr 

35 netzten Polymer (Acrylamid). Kleine Proteine wandern 

... . . „ , schncll durch diese Matrix, da diese den Molekillen ei- 

•- wie bereits erwahnt - aus Kollagen. emem Bin- nen geringen Widerstand entgegensetzt. grofle Proteine 

degewebsprote.a Wachstums- und Regenerations- wandern langsamer. da ihrr^weg ichE^ ^ iurch Se 

prozefl des Knochens 5 ind verbunden mit einer Matrix stark behinden wfrd Na3 ^ Farb^^erdt 

Kollagen-Neusynthese. Anschlieflend an die Syn- «> Proteine in diesem Gel als sogenannte ^and^n" sicht 

these finden weitere mtra- und extrazellulare Kol- bar. Durch interne GroAenstaLards konnen auf dSe 

lagenprozesse statu Unter Verwendung rad.oakd- Weise Proteine anhand ihrer GrOfle identifuilert wer- 

ver Kollagen- Vorstufen ( , *C-Prolin) ist es mdgUch, den. r 

die Kollagen-Syntheserate in einer Gewebekultur Indem man interessierende Banden aus dem Gel her- 

genau zu quanofiateren. Somit ist es mdgUch, den 45 ausschneidet, werden die Proteine einer weiteren Ana- 

Einflufl von Medikamenten auf die KoUagensyn- lyse. zura Beispiel einer Radioaktivitats-Messung. zu- 

these quahtauv und quanutativzu erfassen. glnglich. 6 

Der Kollagen^resamtgehalt wird dureh den soge- Extraktion von Kollagen: 

nannten Hydroxyprohn-Test bestimmL Die Aminosfture 50 , 
Hydroxyprolin kommt haupuichlich im Kollagen vor, Durch Zugabe von 3% Essigsaure wurde die Gewe- 
der Hydroxyprolin-Gehalt in Fremdproteinen ist zu bekultur (vgL 13) gestoppt. In Usung gegang^nes Kol- 
vernachlass^en. Nach Freisetzung der Aminos4uren lagen wurde durch 2 N Natriumchlorid Qber Nacht bei 

5^ 3T eB K d T* -^W 16 h 4 ° C «nd anschlieflend durch Zentrifugation (1 h. 

22% HC1) wird nach chemischer Modifiaerung (Oxida- u 24.000 g, 4°Q gewonnen. Das Sediment wurt.i in 10 m 

non des 4-Hydroxyprolm zu Pyrrol) der Hydroxyprolin- 3%iger Essigsaure aufgenommen. Durch metjhanische 

Gesamtgehali im Tesiansatz durch eine spezifische Desintegration der Gewebeblocke wird neusyntheti- 

Farbreaktion mit.p-Dimethytaminobenzaldehyd quanti- siertes Kollagen. das sich innerhalb des Gewebebloekes 

flziert befindet. In die Analyse miteinbezogen. Gewebereste 

,__ . , __ „ . L 60 wurden durch Zentrifugation (1 b, 45.000 g. 4' Qabge- 

17 Besummung der Kollagen-Syntheserate trennt Das Kollagen im Oberstand wurde durch eine 

j, „ . n . ^ . . .. j w «wreFallung(2MNaa4°qundZentrihigation(lh, 

Kollagen m Ge^ebe und Medium wird nach der 100.000 g, 4«C) gewonnen. Das Sediment wurde nach 

durch Proff (1991) modifizienen Methode von Miller Solubflisierung gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur 
* ,. l ~ (v . gL F" MlUcr und R - R * oths "Methods in es Kontrolle der Auftrennung der Proteine wurd n sie im 

Symol. 82:33 (1982)) gewonnen. Ober mehrere Fil- Gel angefarbt. 

lungsscliritte mil anschJieBender Zentrifugation wird Das Gel wurde nach dem Lauf quer zur Uufrichtune 

K-ollagen Ober SDS-Gelelektrophorese und anschlie- in 5 mm breite Str if n zerschninen, die Gelfiagmente 


in SzinUilationsgefafle uberfOhrt und im Szimiliaiions- 
zahlerausgezahlt 

B) Die Fig. 5 bis 9 zeigen das Ergebnis einiger ausge- 
wahker Experimente. 

Auf den Abbildungen ist die Radioaktivitats-Vertei- 5 
lung im Gel gezeigt. Kollagen als relaiiv groBes Protein 
ist in dem Bereich 2 cm vom Start entfernt zu finden. 

Der Kollagenbande, weiche durch die Coomassie- 
F&rbung nachweisbar wird, kann eine spezifische radio- 
aktive Bande ziig ordnet werden. 10 

In Fig, 5 ist der Vergleich zwischen einem vitalen und 
einem hitzedenaturierten Gewebe gezeigt 

Fig. 5 Markierung I. Huftkopf, Spongiosa, m&nnlich, 
45 Jahre; 

Unterschied der Kollagensynthese- Leistung zwischen 15 
vitaJem und hi tzedena tuner tern Gewebe (GPM: Counts 
Per Minute), Gezeigt ist hier die Vertetlung der Radio- 
akuvitat im Gel, Die Kollagenbande findet sich in einem 
Bereich, der etwa 2 cm vom Start entfernt liegt. Es tritt 
nur bei vitalem Gewebe eine Kollagenbande auf, das 20 
heiflt der im Gel nachzuweisenden Radioaktivitat ent- 
spricht eine Neusynthese des Kollagens w^hrend der 
Inkubaiion. 

Das vitale Gewebe zeigt eine nachweisbare KolJa- 
gensynthese-Leistung, das abgetdtete Gewebe zeigt da- 25 
gegen keine StoffwechselakrJvitat mehr. Dies zeigt, dafl 
das nachgewiesene radioaktive Kollagen tatsachlich auf 
eine Kollagen-Neusynthese in der Gewebekultur und 
nicht auf eine unspezifische Bindung radioaktiven Pro- 
tins an Proteine des Knochengewebes zurGckzufQhren 30 
ist Fur alle Versuche wurde eine vergleichbare Menge 
GewebemateriaJ eingesetzt (ca. 100 mg). 

Es sind weitere radioaktiv markierte Banden geringe- 
rer Grdfle nachweisbar, wobei es sich urn Abbaupro- 
dukte des Kollagens handeln kann. Der Abbau von Kol- 35 
lagen in der Gewebekultur ist vor allem bei Markie- 
rungsexperimenten Uber 4 Tage Inkubationsdauer zu 
beobachten. Zu einem geringen Teil ist auch radioaktiv 
markiertes Prolin im Gel vorhanden, welches durch die 
FMlungen nicht yollstSndig entfernt werden konnte. Die 40 
Fig. 6 bis 9 zeigen die Ergebnisse einiger ausgewahlter 
Markierungsexperimente unter Calciumhydroxid-Ein- 
fluB. Es wurde die Kollagensynthese im unstunuiierten 
Zustand (Kontrolle) unter EinfluB verschiedener Calci- 
umhydroxid/Oleum pedum lauri-Gemische und eines 45 
waBrigen Calciumhydroxid-Praparats bestimmt In je- 
der Versuchsreihe wurde identisches Gewebe einge- 
setzt, das heifit Gewebeteiie aus der gleichen K6rperre- 
gion des Spenders. Im einzelnen zeigen die Fig. 6 Mar- 
kierung a Hflftkopf, Spongiosa. maruilich, 75 Jahre; 50 
Markierungsexperiment unter dem EinfluB eines CaleU 
umhydroxid/Oelum pedum uuri-Gemischs und einer 
waBrigen Calciumhydroxid-Suspension. Das Gewebe ist 
nur noch schwach stoffwechselaktiv. Gewebe von Pa- 
tienten hoheren Alters (Ober 65 Jahre) zeigt stets eine 55 
stark verminderte Kollagensynthese. 

Fig. 7 Markierung III, Huftkopf, Spongiosa, mannlich, 
53 Jahre; 

Markierungsexperiment unter dem EinfluB eines Calci- 
umhydroxid/Oleum pedum tauri-Gemischs und einer 60 
waBrigen Calciumhydroxid-Suspension. Die Inkubaiion 
mit dem Calciumhydroxid/OeJum pedum tauri-Gemisch 
zeigt keinen negativen EinfluB auf die Kollagensynthe- 
se, die Inkubation mit einer waBrigen Calciumhydroxid- 
Suspension fuhrte zu einer Nekrose des Gewebes. 65 

Fig. 8 Markierung VII, Tibia-Kopf, Spongiosa, weib- 
Iich,5J Jahre; 

Markierungsexperiment unter dem EinfluB eines ba- 
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riumsulfathaltigenCalciumhydroxid/Oleum pedum tau- 
n-Gemischs und einer waBrigen Calciumhydroxid-Sus- 
pension. Wie bei der Inkubation gemafl Fig. 7 ist auch 
hier nur bei Einsatz des Calciumhydroxid/Oleum pedum 
tauri-Gemischs eine Kollagensymhese-Leisrung nach. 
weisbar. 

Fig. 9 Markjerung IV, Tibia-Kopf, Spongiosa, mlnn- 
hch, 63 Jahre; 

Verteilung der Radioaku'vitat im Gel nach Inkubation 
bei pH 7, 4 und 8.0. Die Kollagensynthese ist nicht signi- 
ficant verindert, was die Toleranz des Knochengewe- 
bes gegenfiber einer gemiBigten Alkalisierung zeigt. 

Aus den Markiemngsexperimemen lassen sich foi- 
gende Aussagen treffen: Die Stoffwechseiaxtivitat des 
Gewebes ist stark altersabhangig. Die Markierungsex- 
perimente, bei denen Gewebe alterer Pauemen einge- 
setzt wurde, zeigen eine geringere Kollagensynthese- 
Akuviat (Pig. 61 die stimulierende Wirkung erfindungs- 
gemafler Gemische aus Calciumhydroxid und Oleum 
pedum tauri tritt jedoch nicht nur bei jungen, sondern 
auch bei alteren Patienten auf (Fig. 12). 

Die Inkubation mit einer waBrigen Calciumhydroxid- 
Suspension (Fig. 6 bis 8) fuhrt in jedem Falfe zu einer 
Nekrose des Gewebes. Eine Kollagensyntheie ist nicht 
nachweisbar. Dies ist auf den starken pH-Anstieg in der 
Gewebekultur zurQckzufQhrea Nach dreitSgiger Inku- 
bation hat das Kulturmedium einen pH-Wort von 12 
angenommen. « 

Unter dem EinfluB des erfindungsgemaBen^mischs 
aus Calciumhydroxid und Oleum pedum tauri ist eine 
KoUagen -Neusynthese zu beobachten. Der pH des Me- 
diums nach der Inkubation uberschreitet nie einen Wen 
von 10\5, Signifikarite Umerschiede zwischen venchie- 
deneh Calciumhydroxid/Oleum pedum tauri-Gemi- 
schen (Rg, 7 und 8) traten nicht auf, wenn auch bei dem 
banurnsulfathaltigen Gemisch eine um etwa 10% ver- 
minderte Kollagenneubildungsrate festzustellen ist. 
Auch in letzterem Falle ist die grdflte Menge radioaktiv 
markierter Proteine in der Kollagenbande zu finden. 

Die Toleranz des Knochengewebes [egenQber 
schwach aJkalischen pH- Werten efgibt sich *us einem 
Parallelexperiment zu dem in Fig. 5 erlauterten Experi- 
ment Bei dem Parallelexperiment wurde der physiolo- 
gische Hepes-Puffer des Kulturmediums (pH ▼ 4) durch 
einen Bicarbonat-Puffer (pH 8,0) ersetzt HierOei zetgte 
es sich, daB die Alkalisierung des Kulturmediums auf pH 
8,0 keinen meflbaren Unterschied der Kollagensynthe- 
se-Leistung gegenfiber pH 7,4 zur Folge hatte. Ab pH 
8.5 ist kone gegenuber einer spontanen Kollagenneubil- 
dung erhflhte Kollagenneubildung mehr zu beobachten. 

Die bislang gewonnenen Erkenmnisse, dafl wdBrige 
Calciumhydroxid-Suspensionen aufgrund threr stark al- 
kalisierenden Wirkung eine Nekrose des Gewebes her- 
beifOhren und keine Kollagen-Neusynthese stimulieren, 
und daB andererseits Gemische aus Calciumhydroxid 
und Oleum pedum tauri eine signifikante srimtJierende 
VVirkung auf die Kollagen-Neusymhese habere wurden 
durch weitere Experimente erhflrtet Diese Versuche 
wurden - wie bereits beschrieben - durchgefuhrt. 

Die Abb. 10 und 1 1 zeigen die Menge neusynthetisier- 
ten Kollagens in den Versuchsans&tzen mit ein^;m Calci- 
umhydroxid/ Oleum pedum tauri-Gemisch im Vergleich 
zu Kontrollans&tzen ohne dieses Gemisch. D*e Diffe- 
renz der neusynthetisierten KoUagenmenge in der Kon- 
trolle und im Versuchsansatz ist b Prozent ausgedrtlckL 
0% bedeutet keine gegenOber der Kontrolle vermehrte 
neusynthetisiene KoUagenmenge, Versuchsansatz mit 
dem Gemisch 100% bedeutet eine gegeniiber der Kon- 


trolle urn das zweifache erhdhte KoJlagenneubildung 
unter Einflufl des Gemischs. Aus Fig. 10 geht hervor, 
dafl bei den vier Experimemen unter dem Einflufl eines 
Calriurnhydroxid/Oleum pedum tauri-Gemischs die 
Kollagensynthese gegenuberder Kontrolle zwischen 60 
und 90% erhaht ist. Diese Steigerung ist signifikant, da 
experimemell bedingte Schwankungen dcr Kollagen- 
synthese-Leistung ira Bereich von 10 bis 20% liegen, die 
unter dem Einflufl des Caldumhydroxid/Oleum pedum 
uuri-Gemischs bestimmten Steigerungen dagegen zwi- 
schen 60 und 90% liegen. 

Die Abb. 1 1 zejgt die Ergebnisse bezQglich der Kolla- 
gensynthese-Leistung umer dem EinfluB eines bariums- 
ulfathaltigen Gemischs aus Caldumhydroxid und Oleum 
pedum tauri. Wenn auch hier die Kollagensynthese-Lei- 
stung gegenuber dem bloflen Gemisch aus Caldumhy- 
droxid und Oleum pedum tauri etwas verringert ist, 
kann die Anwesenheit von Bariumsulfat troizdem er- 
wQnscht sein, und zwar dann, wenn das Calciumhydro- 
xid-Prflparat rdnigensichtbar sein soli. Mit einem sol- 20 
chen Praparat konnen die mit der Behandlung einherge- 
henden Veranderungen und Resorptionen des Medika- 
ments im R6ntgenbiid verfolgt werden. 

Ergebnisse bei klinischer Anwendungdes erfindungs- 
gemfiflen Gemischs nach FCnochenfrasung bei Wurzel- 
spiuenresektion bzw. bei der Preparation von Implan- 
taibetten. 
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to 


15 


25 


v6lhg fehke. Dies bedeutet, dafl schon nach 2 Wochen 
eine Osteointegration der Implantate zu beobaduen ist, 
die normalerweise erst in 5-6 Monaten zu erwanen isl 
Das nach 2 Wochen nach der FCnochenfrisung zu beob- 
achtende Rontgenbiid entspricht zu 90% dem zu erwar- 
tenden R5ntgenergebnis nach 6 Monaten. 

Patentanspriiche 

I. Verwendung eines Gemisches aus Caldumhy- 
droxid und Oleum pedum tauri sowie gegebenen- 
falls pharmazeuusch venr&gliehen Hiifexoffen bei 
der KoUagenneubildung h vivo im Zuge von iCo- 
chentraumen. 

2 Verwendung eines Gemischs nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeiehnet. dafl das Voiumenverhajt- 
nis Caidumhydroxid/Oleum pedum tauri 2/1 bis 1/2 
und vorzugsweise 1/1 beirSgt, 

3. Verwendung eines Gemischs nach einem der An- 
sprttche 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dafl es 
zusltziich Bariumsulfat enthait. 

4. Verwendung eines Gemischs nach einem der An. 
spruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zusitzltch weiBe Vaseline enth&lt. 


Beispiel 2 


30 


Wenn die Knochendefckte durch Frtsung mil dem 
erfmdungsgem£Ben Gemisch versorgt werden, gibe es 
Infektionsschutz, Entzundungshemmung (der normalen 
reakiiven Entzundung nach der Knochentraumatisie- 
rung) und eine sxarke osteoregenerierende Anregung. x 
Bei 8 2abnen mit Wurzelspitzenresektion und der api- 
kalen Emstehung einer Knochenwunde von 0,5 bis 1 cm 
Durchmesser fQhrte die Applikaiion des erfindungsge- 
maBen Gemischs zu einer starken Verminderung bzw. 
Freiheit von postoperativen Schmerzen. 3 Fftlle waren 40 
vdllig schmerzfrei: 4 Falle zeigten nur am ersten Tag 
nach dem Eingriffleichte Beschwerden und ein Fall zeig- 
le lediglich am 2. Tag nach dem Eingri/f mitilere 
Schmerzea Die ;normaie zu erwartende starke Schwel- 
lung nach sotchen Knochenfrlsungen war in einem Fal- 45 
le Qberhaupt nicht vorhanden, in 6 Fallen war sie ledig- 
lich am 2. Tag leicht vorhanden. Nur ein Fall zeigie am 2. 
Tag starke Schwellung. In bezug auf die postoperative 
Enuundung zeigten 2 Falle Qberhaupt keine Entzun- 
dungserscheinungen; 3 Falle wiesen eine leichte Entztln- 50 
dung am l. bzw. 2. oder 3. Tag auf. 3 Falle zeigten nach 
dem 1. bzw, 2. Tag eine leichte bis mhtlere Entztlndung 
auf. In keinem Fklle gab es die Qblich zu beobachiende 
starke postoperative Entzundung. 


Beispiel3 
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Bei einer 50jfihrigen zahnlosen Patientin im Oberkie- 
fer wurden 7 Knochenbohrungen zur Aufnahme von 
Implantaten gefrast Die Knochenbohrungen waren \J5 so 
bis 2 cm tief und etwa 3 mm breit Die Knochenbohrun- 
gen wurden vor Einschrauben der Implantate mit dem 
erfindungsgemaflsn Gemisch gefQUt Das erstaunliche 
Ergebnis war, daB die Patientin am nachsten Tag nach 
d m Eingriff kelne Schmerztabletten brauchte, die 
Schwellung war minimal Besonders auffallend ist die 
Tatsache, daB nach 2 Wochen im Rfintgenbild die zu 
erwartende reaktive Osteolyse rings urn die Implantate 
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inflammation. 

In an example 7 holes were bored in the upper jaw of a 50 year old 
toothless patient in order to place false teeth. The holes were 1.5-2 
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weeks was 90% of that usually expected after 6 months. 
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